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摘     要 





目前普遍认为蛋白激酶（如 GSK3、CDK5 等）和磷酸酯酶（如 PP2A、PP1 等）的
动态平衡对 tau 蛋白的磷酸化起着至关重要的作用，激酶活性异常升高、酯酶活
性异常下调，都会导致 tau 蛋白磷酸化程度升高、溶解性降低，从而聚积形成神
经原纤维缠结。最近研究发现在 AD 病人和转 tau 基因 AD 动物模型脑中，HSP 水
平降低，在细胞模型中特异性地诱导 HSP 表达，可以降低 tau 磷酸化水平。本研
究利用酯酶特异性抑制剂花萼海绵诱癌素（Calyculin A，CA），构建抑制酯酶活
性的 AD 动物模型。在该模型上，通过特异性的 HSP 诱导剂，研究 HSP 降低 AD
动物模型 tau 蛋白磷酸化水平的作用及其机制。我们的研究结果表明：1）HSP
可以降低微管相关蛋白 tau 的 PHF1 位点（Ser396/404）磷酸化水平；2）HSP 可
以维持大鼠空间记忆的保留；3）HSP 可以强化大鼠的长时程增强（Long-term 
potentiation，LTP）；4）HSP 通过下调酯酶的抑制因子（I1PP2A、I2PP2A）上
调酯酶的活性，从而调节 tau 蛋白的磷酸化水平。因此，我们认为 HSP 在 AD 的
病变过程中发挥了重要的保护作用，上调 HSP 的水平可以改变 AD 样的病理特征。
























- II - 
Abstract 
Alzheimer disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by two 
major pathological lesions: neurofibrillary tangles (NFT) which comprise largely of 
insoluble hyperphosphorylated tau, may promote neurodegeneration in these brain 
diseases and senile or amyloid plaques (SP) which mainly composed of β-amyloid 
peptides (Aβ). Tau, widely expressed in neurons, is a microtubule-associated protein 
(MAP). Normal tau promote the assembly of microtubule (MT) through the tubulin 
binding domain of MT, and, maintain the stability and functions of MT. 
Pathologically, the abnormal phosphorylation of tau is an early event in AD, known 
as tauopathy, as a result, the hyperphosphorylated tau lost the function to bind to the 
MT and sequently aggregated into the small fraction, or so called tau aggregates. 
Although the formation of NFTs remains unknown, more and more studies 
focus on the balance between protein kinase and protein phosphatases (PPs). 
Down-regulated PP or up-regulated protein kinases cause an enhancement of 
phosphorylated tau in many studies. 
Molecular chaperone is a kind of protein which can mediate the protein synthesis, 
folding, transport and translocation. They can be induced under stress situations and 
thus play a protective tolerence against the stress, facilitate the formation of correct 
conformation of misfolding proteins. Also, they may be involved in assisting the 
degradation of abnormal proteins, with an ATP-regulated manner to prevent the 
aggregation of abnormal proteins.  
HSPs participate in several neurodegenerative diseases related to intracellular 
proteins aggregation, such as Parkinson’s disease(PD), of which chaperones can 
attenuate neurotoxicity by influencing the conformation of α-synuclein in a 
Drosophila model, and Huntington’s disease(HD), in which molecular chaperones 
partition , huntingtin aggregates from a cytotoxic, fibrillar form to an amorphous, 
noncytotoxic form. Dou et al. found a reverse relationship between the molecular 
chaperones and aggregated tau in Tg mouse and AD brain slices and the molecular 
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insoluble tau, thus prevent the formation of abnormal aggregation. additionally, the 
molecular chaperones also can suppress the OA-induced hyperphosphorylated tau in 
COS-1 cells. Although the protective mechanism of molecular chaperones remains 
unknown, the potential for therapeutic manipulation are suggested. 
Geldanamycin, an antibiotic drug, used in many studies as an inhibitor of HSP90, 
can disrupt the interaction between HSP90 and HSF, which is maintained as an 
inactive monomer with little DNA binding activity under normal conditions; as a 
results, the activated HSF enter the nucleus by trimerization and phosphorylation, thus 
mediates the heat shock gene expression by binding to highly conserved heat shock 
elements (HSEs) in the promoter regions of heat shock genes. In the present study, we 
used CA (an inhibitor of PP2A and PP1) to construct the AD animal model and 
therefore to investigate whether and how the induction of molecular chaperones can 
suppress the toxicity of abnormal phosphorylated tau. Finally, GA was used to test the 
effect of molecular chaperones on the spatial memory retention and long-term 
potentiation (LTP) of rats. 
Although the detailed mechanisms underlying the functions of chaperones in AD 
pathogenesis remain elusive, the protective roles of molecular chaperones were 
confirmed. In present study we report: 1) heat shock proteins decrease PHF1 epitope 
hyperphosphorylated tau in vivo; 2) heat shock proteins cause the spatial memory 
retention and maintain the long term potentiation of rats; 3) the major protein 
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问题。美国 1998 年老年痴呆人数接近 400 万，医疗费用高达 1 千亿美元[1]；预
计到 2050 年，老年痴呆人数将接近 1400 万[2]，而在中国，该数字为 1亿。因此，
寻找有效的 AD 治疗靶点一直是国际相关领域研究的重点。 
 
（一）老年性痴呆和神经元纤维缠结 
神经元纤维缠结（neurofibrillary tangles，NFT）是 AD 的一个重要病理
特征，其主要成分是聚积的过度磷酸化 tau 蛋白[3,4]。在 AD 大脑中 tau 的含量明
显增加，增加的主要是高度磷酸化的 tau 蛋白。临床研究发现，NFT 与痴呆程度
呈正相关[5]。tau 在微管组装过程中发挥了重要的作用，正常生理情况下，tau
蛋白通过微管结合区域与微管结合，促进微管组装，从而维持轴突稳定[6]，这种
作用受到 tau 蛋白不同位点磷酸化及其程度的影响；磷酸化的 tau 丧失促进微管
组装的功能，不能有效地与微管结合，并最终导致聚积，NFT 的演变过程如下：
正常的 tau     过度磷酸化的 tau（PHF）     异常 tau 的积聚     神经元纤
维缠结（如图一所示）。 
目前积累的关于维持 tau 在神经元内的正常状态、降低异常磷酸化 tau 的
证据主要来源于两方面：1、激酶/酯酶动态平衡调节：激酶/酯酶的动态平衡对
于维持 tau 的磷酸化至关重要，激酶活性异常升高，如 GSK3 和 CDK5[7~10]；或者
酯酶活性异常下调，如 PP2A[11~14]，都将导致 tau 异常磷酸化。2、神经元内分子
保护机制失调也被认为是异常 tau 聚积的重要原因，如分子伴侣体系（HSP70/90）
[15~16]和泛素-依赖的蛋白降解系统（Ubiquitin-dependent proteolytic system）异常
[17~18]。分子伴侣体系可以降低异常磷酸化的 tau；改变 tau 的可溶性状态，促进
tau 与微管的组装；从 AD 患者分离出来的 PHF-tau 被高度的泛素化，将过度磷
酸化的全长 tau 蛋白注射到大鼠大脑中，诱导了 tau 蛋白的泛素化结合。临床病
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要作用于 tau 的激酶/酯酶以及分子伴侣的水平能够有效地清除神经元内异常磷
酸化的 tau，从而达到 AD 治疗的目的。 
 
 
                   
 
（二）热休克蛋白 












[19]Fig. 1 The formation of NFT 
[19]图一：NFT 的形成过程。激酶/酯酶的失调导致 tau 异常磷酸化；磷酸化的 tau 丧失与
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heat shock proteins，sHSPs) [20~21]。sHSPs 分子量为 12~43 kDa，包括α晶状
体 球 蛋 白 ( α -crystallin) 家 族 [21~23] 。 此 外 ， 还 有 葡 萄 糖 调 节 蛋 白
(glucose-regulated proteins，Grps)[24~26]，例如 Grp78 和 Grp94，它们是内质
网（endoplasmic reticulum, ER)应激诱导的蛋白质,可作为 ER 应激反应的分子
标记。 
 












2 HSP 的激活机制 
HSP的表达受热休克转录因子(heat shock transcription factor，HSF)[27,29]
的调控。在哺乳动物细胞中已鉴定了 3种主要的 HSFs：HSF1、HSF2 和 HSF4，其
中 HSF1 是脊椎动物中热休克反应等环境应激的调节因子。在非应激条件下，HSF1
以单聚体形式存在，没有 DNA 结合活性；在应激条件下，HSF1 通过多聚化和磷
酸化而具有 DNA 结合活性，活化的 HSF1 入核，通过与热休克基因启动子区域高














前        言 
- 4 - 
 
 
[31]Fig.2 The function and induction of HSP 
图二：HSP 的功能以及诱导过程。1、HSP 辅助核糖体合成的初生蛋白的折叠；2、HSP 参与
异常蛋白的重新折叠；3、HSP 靶向蛋白的转运（如核转运、ER 转运）；4、HSP 靶向异常蛋
白的水解（蛋白小体的降解）5、HSP 的表达受 HSF 的调节：HSF 在应激情况下，通过多聚化
和磷酸化，入核启动热休克基因的表达。 
 
（三）HSP 与 AD 的关系 
1 HSP 在 AD 中的研究 
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蛋白前体(amyloid precursor protein，APP)代谢产生的β淀粉样肽(β-amyloid，
Aβ)组成；另一个重要病理特征是神经细胞内形成神经原纤维缠结，主要由过度
磷酸化的 tau 蛋白形成。AD 脑中 HSP 与 NFT 共定位[16,32,36~38]，并且 HSP 与 NFT
水平呈负相关，进一步的体外研究发现 HSP 与 Aβ[34,36,39~43]以及 tau 蛋白[35~37,44~46]
密切相关；例如，在胞内 HSP 与 Aβ共定位，内质网中 HSP 家族蛋白与 APP 作用
可减少分泌性 Aβ的产生；此外，HSP 与胞内 tau 蛋白共定位，较高的 HSP 水平可
以减少异常 tau 蛋白的产生和聚积。最近的研究还表明 HSP 对 tau 蛋白的聚积/
降解发挥着重要的作用，并且可以抑制 Aβ相关的毒性作用。因此，HSP 在 AD 发
病中的作用受到广泛关注。表 1 摘要介绍了目前发现的与 AD 相关的 HSP 的细胞
特异性和功能。 
 
表 1  目前发现的与 AD 相关的 HSP 的细胞特异性和功能 
HSP 细胞表达特异性 主要功能 
HSP90 所有脑细胞 分子伴侣、与细胞骨架相连、参与 HSP70
的作用、细胞周期控制、激素信号途径 





HSP25/27 主要在胶质细胞 分子伴侣、应激条件下磷酸化 




2 HSP90/70 与 tau 的研究 
HSP90/70 是真核细胞中表达最为广泛的一类 HSP，与 AD 的关系最为密切。
HSP90 是一种普遍存在的胞质蛋白，具有分子伴侣活性，能与 HSP70 作用，协调
异常折叠的蛋白质重新折叠[28]。此外，HSP90 还可特异性结合细胞骨架成分，如
肌动蛋白和蛋白激酶，协调基本的细胞过程，例如激素信号过程和细胞周期控制。
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水解过程调节[21]。HSP70 家族还包括 Grp78 或 Bip(结合蛋白），这两种蛋白质主
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